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HUELLAS EN LA ARENA. 

Una noche soñé que caminaba a lo largo 

de una playa acompañado por Dios. 

Durante Ja caminaca muchas escenas de mi vida 

fueron proyectándose en la pantalla del cielo. 

Según iba pasando cada una de esas escenas. 

notaba que unas huellas se formaban en la arena. 

A veces aparecían dos pares de huellas. 

otras solamente aparecía un par de ellas. 

Esto me preocupó grandemente por que puede notar que 

durante las escenas que reflejaban ecapas tristes en mi vida, 

cuando me hallaba sufriendo de angustias. penas o derrotas 

solamente podía ver un par de huellas en la arena. 

Entonces le dije a Dios: 

"Señor. tú me prometiste que si te seguía tú caminarías siempre a mi lado. 

sin embargo, he nocado que durante los momentos más difíciles de mi vida 

sólo había un par de huellas en la arena:• 

¿Porqué cuando más te necesitaba no estuviste a mi lador ... 

El Señor me respondió: 

"Las veces que has visto sólo un par de huellas en la arena 

hijo mio. ha sido cuando te he llevado en mis brazos:• 
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DNA =Ácido desoxirribonucleico. 

RNA =Ácido ribonucleico 

CE = Cuerpos elementales. 
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-- ·e···/· .: :~: :-·:·< -
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' .<:. "::,.·· 
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RESUJ\IEN. 

C/llamyrlill 1rac/11n11111i ... · ha sido reconocida como el patógeno más frecuente hallado en 

casos de infecciones de transmisión sexual. encontrándose que el establecimiento de la infección 

induce una respuesta especifica de anticuerpos contra el microorganismo siendo estos 

principalmente de tipo JgI\·t e IgG. Sin embargo. el papel de la respuesta inmune humoral que se 

ha estudiado en modelos n1urinos con cepas de origen humano no se conoce del todo. por lo que 

no se puede establecer el grado de susccptibi1idad a las cepas humanas en las ratonas dificultando 

así la extrapolación n modelos humanos, de ahí que el objetivo de este trabajo fue determinar la 

participación de la respuesta humoral en In eliminación de la infección producida por el serotipo 

humano de C traclwmati.~ O U\V/C3X (productor de tracoma). Para ello se inocularon 6 ratonas 

BALD/c por vía vaginal con el scrotipo antes mencionado, a cada animal se le determinó la 

presencia de la infección así como niveles de anticuerpos anti-C/1/amydia (mediante Ja técnica de 

inhibición de fluorescencia) y Ja cuantificación de las subpoblaciones de linfocitos principalmente 

CD4. CDS y B (por citomctrin de flujo) durante el desarrollo de In infección. Los resultndos 

mostraron Ja presencia de anticuerpos a partir del día 7 postinoculación y un aumento a los 21 

e.lías postinfccción (p S O.OS). mientras que las subpoblaciones de linfocitos no mostraron 

cmnbios significativos. Aunque la mayoría de los estudios describen que In respuesta inmune 

celular es Ja más importante para la resolución de una infección por C. trac/10111atis9 los resultndos 

obtenidos en este estudio demuestran una participación de los anticuerpos mediante un aumento 

e.le estos durante la infección, los cuales podrían ser la causa de Ja eliminación de la bacteria. 

vii 



DETECCIÓN DE ANTICUERPOS DURANTE LA INFECCIÓN POR ClllaMJ•d/11 traclloMat/s SEROVAR 
O UW/CJX EN UN MODELO MURINO 

J. INTRODUCCIÓN. 

C/1/amydia trachomatis es uno de los microorganismos más frecuentemente aislado 

en las infecciones de transmisión sexual. causante de padecimientos como tracoma. 

ccrvicitis .. uretritis .. cpididimitis y enfermedad pélvica inflamatoria (EPI). Se ha asociado a 

embarazos ectópicos y pérdida fetal,. por lo cual se ha convenido en un microorganismo 

importante dentro del área de salud pública.<1> 

La prevalencia_ d,e' C.. traChomatis a nivel mundial es diversa. dependiendo de la 
-, ''.'.. / - ' 

poblnción estudia'da y_ dC_- l~--Íéé'nica de. diagnóstico empleada; no obstante se considera que 

ésta oscila cn~r~ __ c_l:4~:Y.·~ia~'~~,inUj:eres _3:5iritomáticas y del 20% en mujeres que asisten a las 
, - . . ... ' -·~·· - .. 

clínicas de iriÍ~~~fri:0~~:'.2:d~:.;?: ~~rrii~ión sexual (CITS), en . mujeres embarazadas la 

prevalencia se _ez:ic·i:i~~-f~,·~érii·~~ .~i ·-2·~~ ·2~% <~.2> 
-~--',';'::-

En México·se·ha 'visto üria prevalCncia del 4aJ·1Q%'_en tTI{ijCreS 'aSiOtomátiCas, 16% 

en mujeres que ~isten a, C~s Y 15.5% en muje;es e~~~ad~ ~~-e-~~estran. infecciones 

cervicovaginales.C2> Algunos factores de riesgo que han sido asociados para la adquisición 

de la infección son promiscuidad sexual, nivel socioeconómico bajo, parejas sexuales con 

historias previas de infección de transmisión sexual y mujeres que utilizan anticonceptivos 

orales. <3•5> 

J.J. PARTICIPACIÓN DE LA RESPUESTA INMUNE HU~IORAL EN LA 

ELIMINACIÓN DE LA INFECCIÓN POR C trac/1omatis. 

Se ha observado durante la infección por C. trac/1omatis la inducción de una 

respuesta de anticuerpos, principalmente de tipo JgM e IgG específicos contra el 

microorganisn10<6> y a Ja proteína de choque ténnico de 60 kDa de C. tracho111atis 
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(Chsp 60) la cual presenta una homología entre el 48 y el 50 % con Ja hsp 60 humana. lo 

que puede originar reacciones cruzadas entre estas proteínas. Además se han demostrado 

elevados títulos séricos de anticuerpo anti-Chsp 60 en mujeres con EPI. infertilidad tubárica 

y embarazo ectópico asociados con C. trachomatis9 lo cual sugiere que esta proteína tiene 

un papel importante en el desarroJlo de una autoinmunidad órgano específica y en la 

patogéncsis de la infección por este microorganismo. C7·l I > 

Debido a que el papel de la respuesta inmune humoral en modelos murinos no se ha 

establecido con cepns de C. trachomatis de origen humano surgió este trabajo en el que se 

trató de esclarecer el papel de la respuesta humoral er:i un grupo de ratonas iníectadas con 

C. 1rac/10111atis Serovar D UW/C3X a tas· cuales __ se .les monitoreó el progreso de la 

infección por m~di~: d¡; la 'obtención de muestras vagf-~ales. determinación de anticuerpos 

en plasma y cuantÚ~·~aCiÓn.de subpobÍaci;,ncs de linfocitos principalmente TC04, TCOS y 

B con el fin de ~~~~-~-~~~;--.~~~-~-~~-itancia.-de los anticuerpos frente a una infección por este 

micoorganismo. 

2 
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2. ~IARCO TEORICO. 

2.1. CARACTERfSTICAS GENERALES DEL GtNERO Chlamydia. 

El género Clrlanrydia se caracteriza por ser una bacteria intracelular obligada que 

tiene tropismo por las células del epitelio mucoso, requiere del ATP celular para sobrevivir 

tanto en células epiteliales como en células fagocíticas, posee membrana interna y externa y 

ribosomas procarióticos por lo que sintetiza sus propias proteínas ácidos nucleicos y 

Upidos. Las especies más importantes descritas hasta hoy día y en las que el género 

Cl1la111ydia se: divide son: C. psittaci 
••• - - o 

(afecta a las aves, rumiantes, porcinos, ratones, 

además de infectar·: ai· h~nibré), C. pneumoniae (patógeno del sistema respiratorio de 

humanos), C. pecoru1n ·(aislada en rumiantes y se le considera como :1.gente causante de 

enteritis y ence-fñ.titis en estos mruníieros, pero no es patógena para el ser humano) y 

Cª tracl1omatis (causa Cnfennedades clínicas oculares y genitales de gran importancia en el 

ser humano). Esta última especie presenta 15 serovariantes caracterizadas por la iníección 

que producen y el huésped que afüctan (tabla I).<2
•
12

•13> 

3 
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TABLA l. ESPECTRO CLINICO DE INFECCIONES CAUSADAS POR 

C. tr11c/10111atis. 

'Variantes lluéspcd lnfccci1ín Co1111>licacloncs 

A,ll,Ba,C Mujeres. hombres y niílos Traconu Ceguera 

B.D-K ro.lujeres Ccrvicitis. uretritis, Salpingitis, cm.Jomctritis, 
proctitis, conjuntivitis c111barazo cctópico, 

infertilidad, cndomctritis 
pos parto 

B,D-K IJombrcs Uretritis, uretritis Epidimitis. sindrome de 
pos gonocócica, Reitcr 

prostatitis, conjuntivitis 

U,D-K Lactantes Conjuntivitis, neumonía Traconu 

Lt.L2, L3 ,f\.1ujcrcs y hombres Linfogranulonui venéreo Obstrucción linfiitica 

Datos ,/e Bel/ TA, Grays/01' JT; Centcrs for Disease Control guic/clbres for prevenlio11 and control of 

Cll/t111•J'dia tracllomatls /lrfection. 

Los integrantes del género Clllu111y11ia son microorganismos procariotes de trunaf\o 

inuy pequeño y forma esferoidal, son .bacterias Gram ncig.ativns que c<:>ntienen DNA y RNA 
. . . 

adcn1ás poseen la··rnaquinaria·.n:e~e~?ri~·,~.3:~a to.dos.·1~5· próces~S m~ta_bólicos, sin.embargo 
,_ - ·-.·. -·"'- .. · .. ·-

requieren del ATP celular pll~ri s~bf.~~~~(~~\· 1~·._: ~~~~ ;: IOs ~ ~OO:Vi~·rte :: en·: microorganis~os 
intracelulares obligados. :; ·,_, .' '. .' >, ,..- "~;- .' .: .. . "·:-·. ·. ' 

C. traclro111atis presenta· d~·~ . .'-~~~3:8 ... ~·'?··Y~d-~~'~'. ~~a ~C .. ·.~~las formas es e.l Cuerpo 

elemental (CE) cuyo trunafio e~ :. de·. 3oo-:J.':4oo ~ ~I~~aÍ se ~ónsidera la forma infectiva. La 
" ' • ' .> 

integridad estructural~~. los, cé.·i~riti.~r~.·i~~Í~~·;_~:~·in·~· I.o.s factores ambientales pennitié~dole 
sobrevivir después de la tisÍs de. Ia":~~-~i·~·:l~ ·-~-~é~~~d ~i como durante el subsecuente tránsito 

<le célula a célula y de huésped n huésped. La otra fonna es el cuerpo reticulado (CR) el cual 

4 
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es más grande, mide 800 a 1200 nm .. su capacidad de int\!ctar es bnjn, es mctnbólicamente 

activo,. se encuentra de forma intracelular en el citoplasma de la célula y debido a la 

composición de su pared no sobrevive fuera de la célula huésped. (l:J) 

La replicación de C truc/101natis se lleva a cabo a través de un ciclo de crecimiento 

único, el ciclo comienza con Ja unión del CE a lns microvcllosidndcs de las células de la 

mucosa vaginal,. la 1nucosa respiratoria y la 1nucosa conjuntival . así cmno células del 

sistema. retículo endotelial (leucocitos,. polimorfonuclearcs, monocitos y macrófagos), una 
,· - •' :: . .· . 

vez que penetra C trac/10111a~!s pen:nnn_cée d~n~~o~ de(._~a~~s.c:>~a'c;.!_to'pl_~~i~~-.~ird-¡;nde se 

lleva a cabo el ciclo de replicación que dura de 6 a s hora;; y <:;., d~nde2;e ;corguniz~Ín en 
.·./ - ., ,·:.'". :.-·: ·_,1; :./ _'·;- . ~': ~-.: '}.'."·· ·': ·t-<< ·:·:'~(;::·,::/:::-.:~.:>.:. ::,_··:~,·,_:·::\ 

CR, los cuales se dividen repetidnmentc por fisión biriarin.:'Durant~la fas.e de repli"'1ción el 

fogosoma recibe el nombre de cuerpo d~. inel~j:~n,;,c~:t;}:f~~3;!.~~:~~~i·~¡!~t~,~~*{~oras 
posteriores n la infección los CR s~ .: rcorg~ni~~:u~·-.: ... e~:.;;~E;·'..l_<:J,s.',éUn]cs:·:'en·-f_'.;1~8';~~72: ho'rns 

rompen a In célula y se liberanpara post~ri;;~~~~t1!~~~t'~~;~~~j~;{ii{i~'~~·:.": '.~·; 
e 1racl10111atis pre~en~a -u~_\,-~--~~~j/~~f:~i~}f~~~~?.~~{J~:~~~!~-~~S.~~~~~~~~~~. un 

determinante especifico ·d~ género,. áderfuíS. de 'COrltar c;;r118'.·prOi'etM "P.ri~Ci~l .de- inem_J?rana 
.. · . '· · ·.·o·o·-·.;-.:-, . .,·-.';·,~·'O<'~·>··c> ._-,.,>:~·-"•-- ,__,. .• --, .-~ ,_, - -. 

externa (MOMP). que constituye c~~.,,¡ cl~! 6o'%~;J~¡ ~~~;·'ct~'Í~ ~~~b~~~;~~t~ií;a,. y en 

ésta residen los dete~inant~~'-;~~.tig~ni~~~\~~J.;c~rfica:~- d~:,-~én~¡.~):·-~-~\~~peCie y de 

subcspccie.<12• 14> 
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2.2. CO~IPLICACIONES PRODUCIDAS EN INFECCIONES AGUDAS Y 

CRÓNICAS POR C. trachomatis. 

Como se mencionó anteriormente. C. tracl1omatis es la principal especie que afecta 

al ser humano pues es uno de los principales agentes de infecciones de transmisión sexual. 

Este microorganisn10 ha sido aislado en el varón. en uretra,. epidídimo y próstata. 

ocasionando en cada sitio patologías tales como:l) uretritis no gonococcica (UNG). Ja cual 

suele presentarse con disuria y una supuración mucopurulenta escasa o abundante. 2) 

uretritis postgonococcica (UPG). 3) epididimitis (que ha sido relacionnda como una secuela 

de la uretritis no gonococcica) Y·. 4) P,~?~;'~titi·~.~~~~16> 

En la mujer nonnalmen1C:·~~~:-.~,~~~C~i.~~·.·:>i:agi,nal puede inhibir Ja formación de 

inclusiones de C. trachomatis has~~:_:~~-;_757~::~· .. ú:~:~ff'_de 3.5 a 4.5. sin embargo cuando se 

utilizan anticonceptivos~ oi:al.-~~~,.~st;~i'*~~Í~.ÍÓ~-/~;~ffiiÍluye hasta un 33 % ya que estos 

hom1onales cambi~ el ~~"é~~~;¡,~~;t~l~t~'.'.é~aiino favoreciendo así el desarrollo del 

microorganismo, , ·e1 :: ; Cual ''.t dtii-~te j~.~na~.~.jOfCC"ción aguda puede producir cervicitis 
~.,;; ::· ', ~ __ .,:':: :~·L;~, .\:·f~~:'.:~(}:f~f;· .;::i~:~-:::·:)~:t-... , ---. . . . 

nlucopurulenta, uretn~1s;_Y"-:·s~~~.l~·L~~fcc!=.1on~no ~~e con~la puede d1sem1narse a órganos 
- ·::-: ··~-, -__ ,, · :;i;,-:_ ·<-::-,-:_.;~_,.:_:-_·:C;;t;t:~·,- '.,'~· _;:;: ·.·-._,- ::-,·,·:: · 

genitales superio~'.'~ ;;~a5¿cfa~~f~;~R~~~~~eÍrltis y finalmente enfermedad pélvica 

inflamatoria (EPI) :.o ·.·salpirígitis:'.,~:,,J:!PI :::a· l~go plazo puede ser causa de embarazos 

~"''º:.w: ~~L~~~:~~IJ~~~~ ~· mn<oiO. ,., c. ~"'-·~ 
presentan alto ?e~.~~\.d~·:·:~~?.~~.-~:~r~~~~os, rotura prematura de membranas. abortos 

espontáneos y p~~d~c·:~:,:~~~~;~:;·~~;:~~·~ ·~~cimiento.<17·l 9> Por otro lado nconatos a término 

o prematuros de mujeres infectadas con C. tracl1omatis pueden presentar bronquitis9 
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neumonía y conjuntivitis9 la cual puede progresar hacia un tracoma.. que es una de las 

causas de ceguera más importantes a nivel mundial. <3.2º~24> 

Diversos estudios que involucran a pacientes con UNG9 UPG9 EPJ9 salpingitis9 

infertilidad9 cndometritis y/o embarazos ectópicos han determinado que estos presentan una 

respuesta inmune humoral específica hacia C. trac/1omatis y que esta respuesta es iniciada 

por dos estructuras importantes del microorganismo: el lipopolisacárido (LPS) y la proteína 

mayor de membrana externa (MOMP). Se ha visto que primeramente se producen 

anticuerpos de tipo JgM alrededor de las 3 semanas posteriores al contacto con el 

microorganismo y que posteriormente se induce la producción de anticuerpos de tipo JgG. 

Una vez establecida la infección los niveles de_ IgM e lgG suelen incrementarse 

rápidamentc9 subsecuentemente los anticuerpos lgM disminuyen paulatinamente quedando 

los de tipo IgG que_ permanecen elevados durante cierto tiempo para después disminuir 

conforme se resuelve la infección.<3•6 •1.5•19.25 .26> 
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2.3. EMPLEO DEL RATÓN COJ\10 MODELO DE INVESTIGACIÓN EN LA 

INFECCIÓN POR C trachonratis. 

Debido a que los modelos animales pueden ayudar a elucidar el tipo de respuesta 

inn1unc frente a diferentes microorganismos, en los años so· se inicio el empleo de ratones 

con10 modelo experimental en el estudio de C. trachomatis, encontrándose que la 

inoculación intranasal de cepas de tracoma y linfbgranuloma venéreo (LGV) causan 

neumonitis, además de que pueden producir anticuerpos contra este microorganismo por to 

que el ratón resuÍta ser ú_til para futurns investigaciones.<27> 

Siendo_ C. trac/1omatis ·un microorganismo de transmisión sexual, algunos 

investigadores disei'laron un_modelo para et estudio de infecciones genitales empleando una 

cepa de Cl1la1n,ydia que ca1:1sa neun1onitis en el ratón (MoPn cepa No VR 123 Nigg 11) y 

que además al ser inoculada por vía vaginal pueden detectarse inclusiones en las muestras 

ccrvicovaginales de estos.animales, con una baja respuesta de anticuerpos entre el día 6 y 

10 después de la _infeé::ción. Esta 'cepa fue aislada por Nigg en 1942 a partir de ratones 

inoculados con ,u_~~~\~~p~ _de C/1/an•>·dia humana productora de neumonia Ja cual es 

conocida actua~CñtC cOmo agente MoPn o biovar murina de C .. tracl1omatis, y al parecer 

es más virolenta -~~,:~1 _ratón que las cepas humanas.<2s-3o> 

Estudios :·d~-'. ~a:i:.acterización molecular de la MOMP de la biovar murina MoPn 

indican que el DNA del gen que codifica para ésta proteína tiene similar longitud 

estructural con e(gen ·de la MOMP de C. tracl10111atis humana, lo cual sugiere que la biovar 

MoPn está estrechaménte relacionada con el serovar humano.<29.JOJ 
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En cuanto al ciclo de replicación de este biovar es más rápido, su duración es 

aproximadamente la mitad del tiempo que las cepas humanas por lo cual resulta ser más 

prolífica; por otro lado la inoculación vaginal de la ratona con la MoPn, produce una 

infección que naturalmente asciende desde la vagina y el cervix (tracto genital inferior ) 

hasta útero, oviductos y ovarios (tracto genital superior), por lo que Ja respuesta 

inflamatoria producida y las secuelas postinfección; tales como oclusión tubal, 

hidrosalpingitis e infertilidad son similares a las que se producen en el tracto vaginal de la 

mujer cuando se infecta por C. trachomatis. 

Se _ha. ol?s~.VUdo _ta_rubién que la salpingitis producida por la inoculación directa del 
. . . . . . 

agente MoPn en·.~1'0~Dri~ dél.ratón genera una respuesta inflamatoria aguda en este órgano 
. -· ···, -- ' 

así como eri'. Cl-.:~~-i~~~Í~\d~spués. de 6 a 9 dias de la inoculación, los cortes histológicos , . . . 

muestran la prcs~~~~·::.dC Dé~~ófilos, macrófagos y fibroblastos a los 14 días posteriores a 
. ' ·._ -~::: ~-· . 

la inoculación as(CoíDO:::MtiéUe~oS:_Igfv(e lgG, los cuales pueden perdurar hasta 23 dias 
,' 

para IgM mieniriiS~·~·~~é:"~~¡~f~ci'.,~SC:.mantienen incrementados hasta la eliminación del 

rnicroorganismo."!6.:_:ue'}j~,i,~i'4~'~:¡{ay actividad por parte de la respuesta inmune humoral 

para eliminar la in:f ~6~iÓ·~·~-~~~.-·.~--~.: -,_ 
También ~~-:~~~:>~-i~~kJi~~- ,·~):no_culación de estos animales con un biovar humano de 

·; ..... , ... :'.'.-· ··.:···_.,: :· 
C. tracl101Hatis -~ól~,- pr~di.icc .u.na- irlÍección leve del tracto genital inferior, en el cual la 

presencia del microorganismo es baja en muestras ccrvicovaginales y la duración de ésta 

infección es de corto tiempo;· sin embargo suelen existir secuelas postiníección cuando el 

biovar hun1ano es inoculada en altas dosis dircctam.ente en oviductos y I o en los ovarios, se 

ha visto además que la iníccción del ratón con serovarcs humanos es altamente dependiente 

de un tratamiento previo del animal con progesterona, la cual cíectúa un cam.bio en las 

etapas del ciclo cstral, llevando al ratón a la etapa en Ja que es más susceptible a la 

9 
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infección, en cambio con el biovar murino el modelo es menos dependiente de esta 

hormona especialmente si el microorganismo es inoculado durante 3 días consecutivos o si 

el inóculo consiste de altas dosis.<32-35> 

En relación a lo anterior Ito et a1,<35> determinaron que la infección por Chlamydio 

en el ratón es ciclo dependiente, ya que sólo puede establecerse durante los siguientes 3 

periodos específicos del ciclo estral: metacstro-2. diestro y proestro; etapas en las cuales los 

leucocitos se encuentran presentes y funcionan como indicadores de que el epitelio cervical 

se ha regenerado, y es en el diestro que el epitelio es más delgado y la estructura de la 

mcn1brann celular aún no .está bien definida por lo que en esta etapa los ratones son más 

susceptibles a la infe~cióri~>Eri'.carribio-durante tas etapas restantes (estro y metacstro-1) el 

epitelio coniienza a erigriS~ ·-;··.i,~-~'.:/-~~paS, las capas externas comienzan a degenerar y 

una an1ptia capa de Célul~--~-~~~~~~ ·~:~·~ro·~3;.··-~sta capa comienza a desplazarse debido al 
... -- /-:- __ .':'-.- -·/'"'_-::.:.:--·'_:·._/ ·:---~_.,:: -/::~_:., -· 

desprendimiento de ta:~a~rla';~~¡ia.;;,:;.i~~,~i~;,"~~perficiales y es así como tas capas de 

células escamosas y- --el >deS¡lreridiffiiCríio'·. de, éstas pueden evitar el acceso del 
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2.4. RESPUESTA INMUNE DEL HUÉSPED DURANTE l,A INFECCIÓN POR 

C: trac/1on1atis. 

Se ha demostrado que la inoculación de C. trachomatis por vía vaginal en ratonas y 

cobayas produce una respuesta inflamatoria mixta de leucocitos polimorfonucleares 

(LPMN) y células mononuclcares en los primeros 5 días de la infección, sin embargo al 

décimo día el infiltrado celular es predominantemente de macrófagos y linfocitos T 

ó B. <>.JDl 

Los LPMN, ·~~cr:ófa~~s ~:.~o:Oocito~.:~~·~:--:1_ª.·~~rne~ ."~-~-fe_ns~·-contra bacterias, virus 

y parásitos, los•· cual~s . ~~;, ~~ge~d~,~;,Y ~¡J~:~&d~~;>~~didrit~. me~anismos oxidativos y 

enzin1áticos. Se h·a o·bserYadó--"~Ue:'Otró.'mC~aliiS·mc;· ¡)~\:liminar a Chla1n)'dia después de 
• •• • • - ,. ' ' .. ••;.•.o" .• ,--;•;·.-·-,-.•· • 

una infección pri~~~--~. cÍ~ ~~3''.~eirif:~~ció'n·:.·_~n .:~Í .lr'acto genital de las ratonas, está dado por 
«:-·· _. - '. 

células TCD4 y TCos,<~:~> 

Las célul~;_:-~~~,~~~-~~·~~~-ri~:·_~i:~·~Íes ~ignificativos de protección en contra de este 

microorganism~.' ~¡¡~~~-J.d"~~~-t-~Y~~'?.í'Ó.·~ .. Íocal de este grupo de células puede estimular tanto al 

subgn.tpo Thl c~*;i":~~··--~~~~¡~~:,~~; siendo que la respuesta por parte de Thl estimula la 

secreción de I~~~~·-~l~..:C~~t~~\·0·:·¡~il;idor in vitro del desarrollo de Chlam)'dia. efecto que 

es mediado por-·.-1~ ~:~i~~i~~~¡¿n ·de_ triptófano intracelular, aminoácido esencial para el 
' • .. ·'."'" .. - \ -::-· 

desarrollo de cSta biJCtCri:a·;·:"~í _l3mbién el IFN-y es un potente activador de macrófagos. los 
" .... , ., .',. ,/·~;-~/.~·\. . ' 

cuales pueden aYí.id;.r:·cn:.ei::contrÓI de la infección por medio de la fagocitosis y Ja 

subsecuente etimi~~~-Í~~-~~·~·,-·~~ bacteria ingerida, a través del reconocimiento de péptidos 

extraf\os sobre las moléculas de histocompatibilidad clase 11 (MHC Il).<36•37' 

JI 
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En la respuesta por parte de Th2, el mecanismo más probable es la producción de 

anticuerpos específicos contra ese microorganismo. Se ha observado también, que después 

de la resolución de una infección primaria y de una infección secundaria las células CD4 

estimulan in vitro Ja secreción de IL-2, IFN-y e IL-6, indicando que las respuestas por parte 

de Jos subgrupos Thl y Th2 están implicadas en adquirir protección inmune en contra de 

una infección por C. trachon1atis en Ja mucosa del tracto genitat.<36> Las células CDS 

participan junto con las células CD4 en la producción de IFN-y, además de que son capaces 

de reconocer el antígeno de Chlam,,·dia presentado por el MHC I para su posterior 

climinación.Cl8-'0 > 

Estudios por citometria in situ revelan que al 3er dfa después de la infección se 

comienzan a observar células CD4 y CDS, en la mucosa del epitelio vaginal y en la lámina 

propia, para el día 7 el epitelio mucoso del útero y la lámina propia contienen células CD4 

y células CDS, así ·como células de tipo mieloide, entre el día 14 y 21 postinfección el 

&'TUPO de células CD4 puede observarse a Jo largo de los oviductos y es más numeroso que 

e) grupo de cé)u)as C08.C41 l 

Por otro lado, durante una ·infección por C. trachomatis en el ser humano la 

inducción de una respuesta especifica de anticuerpos tipo JgM contra el LPS y la MOMP, 

se produce aproximadamente 2 a 3 semanas después del contacto con la bacteria,. para 

posteriormente surgir anticuerpos· lgG. Estos anticuerpos pueden inhibir la entrada del 

cuerpo elemental (CE) bloqueando receptores celulares o modificando la carga de éste, 

además la mucosa genital taJllbién puede responder a la infección produciendo anticuerpos 

de tipo lgA secretorios, los cuales bloquean al microorganismo en el sitio de entrada, o bien 

inhibiendo Ja adherencia del CE neutralizando así la infección,. no obstante Jos títulos de 
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estos anticuerpos neutralizantes regulannente son bajos por lo que no se logra el control de 

la infección.<1 4 .42 .43 > 

La respuesta serológica de parte del huésped ante una infección por Cltlatn)'dia 

suele ser más evidente entre personas con vida sexual promiscua pues las concentraciones 

basales de anticuerpos JgG en estas personas son elevadas en relación con los perfiles de 

anticuerpos que se desarrollan en infecciones genitales agudas o crónicas,. se ha llegado a 

considerar que las infecciones superficiales sostienen un estímulo muy precario en la 

formación de anticuerpos,. mientras que las infecciones genitales complicadas y profundas 

se encuentran asociadas a la scroconversión.<12> 

Debido a. tjue Jos ~ticuerpos de tipo lgM tienen un tiempo de vida corto no es 

frecuente encO~tra~ 'titÚto~· elcv3dos,. sin embargo los anticuerpos lgG suelen permanecer un 

tiempo relativ~~~te:_::;-;~~io~:?~-~~i~~~··,·a · Csto funcionan como referencia para establecer 

(siempre y .cu~~~~~~:·:~~·1~~J~~ie~\:~~'.~i~~--~l~i~~ .-cUn~cos de infección o de una disfunción 

por C/1/an1ydia,<?S'~l ~~),_q~~,~~t~, tipo de respuesta humoral depende del serotipo de 

C/1/an1ydla, loc~ÍÍ_~~~¡'~~-·~' ~vedad, de la infección asi como también de la respuesta del 

individuo.U 2> 

No obstante a lo anterior ha surgido una gran controversia sobre la participación de 

ta respuesta inmune humoral durante una infección por este microorganismo. ya que hay 

datos en modelos animales que señalan a la inmunidad mediada por células como la más 

in1portante. <44> 

Por ejemplo en cobayas inmunosuprimidas. éstas presentan una infección más 

prolongada,. en comparación con cobayas normales, cuando son infectadas por via vaginal 

con el agente de la conjuntivitis de inclusión (GPIC. C .. psittacl). así también se demostró 
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que los animales normales producían anticuerpos que los protegían de una reinfección. 

llegando así a la conclusión de que Ja inmunidad humoral es esencial para la recuperación 

de una infección por GPIC (agente de la conjuntivitis de inclusión en cobayos). También 

demostraron que cobayas con una respuesta humoral disminuida. no lograban eliminar con 

eficacia al microorganismo. al ser reinfectados con GPIC a pesar de que la respuesta celular 

se encontraba elevada. <45> 

Estudios realizados en ratones atimicos (nu/nu) muestran que estos son más 

susceptibles a 1a·irifección.·.p¡.Oducida por el agente de neumonitis en el ratón (MoPn). que 
··-.·. :;'' 

los ratones nom1át~S'·c;~.~-)';':·1'os ratones atimicos no cuentan con anticuerpos que ayuden a 

combatir la infec_c-¡~;"~~~--e~¡~ microorganismo, en cambio los ratones nonnales desarrollan 

de fonna si~ifi~~á~~;~tiC~erpos específicos de tipo lgG e IgA en contra de este biovar 

murino, tambÍ-é~·:~~-:.ba ·visto que ratones atímicos que han recibido transplantcs de timo 

(antes de ser inf~c~~dos con el microorganismo en cuestión) de neonatos de 6 semanas son 

capaces de desarrollar: una respuesta de anticuerpos y que tanto estos como los ratones 

(nu/+) presentan_ una protección contra una posible reinfección, Jo anterior demuestra que 

Jos anticuerpos· desempei'ian una importante función en la resolución de la infección. <46
-'

8
) 

Se ha determinado en modelos animales que los anticuerpos de tipo lgM aparecen a 

los 7 días posteriores a Ja inoculación, ocurriendo un cambio al isotipo lgG en el día 14, 

alcanzando un punto máximo a los 56 días.<""'> Así también ensayos de Western blot 

revelan la presencia de anticuerpos lgM e lgG específicos para Ja MOMP así como para la 

proteína de 60 k.Da y el LPS, lo cual indica que la respuesta frente a la infección es 

especifica y que protege de infecciones subsccuentcs.'49.5°> 

Por su parte Pal et al, encontraron anticuerpos para la proteína hsp 60 k.Da en el 

suero de ratonas infectadas con el agente MoPn, por vía vaginal así como también la 
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presencia de anticuerpos de tipo IgM específicos para C. trachomatis a los 3 días 

posteriores a la inoculación,. alcanzando un máximo en 2 semanas y disminuyendo 

subsecucntcmentc,. encontrando además anticuerpos de tipo IgG durante la segunda semana 

posterior a la infección. Los hallazgos de reactividad cruzada entre Ja proteína hsp 60 kDa 

del microorganismo y la 60 k.Da del huésped proponen un posible mecanismo para la 

patogénesis de la infección por Ch/amydia.<' 1> 

Con los datos anteriores es de suponerse que la infección por C. trachomatis 

scrovar MoPn en las ratonas es fácilmente controlada tanto por la respuesta inmune 

humoral como por Ja celular. sin embargo el empleo de serovares de C. trac/1omatis 

diferentes a MoPn,pueden comportarse de manera distinta. ya sea induciendo una mayor 

respuesta humoral o, celular,.· o bien ambas. 
' -.: ·. 

Por ello este; proyecto ~i~tc~inó:Ct eÍ~cto de Ja infección por una cepa humana de 

C. trachomatis produc,tci.ni_de ~~c:if;i~ ·s~bre ia. producción de anticuerpos tratando de 
' ·~ ·-. ' -- -~ . ' " 

elucidar si ésta es.más~:iriiP-~rt~t~:qu'c·larespuesta celular, en estetipode serovar de 

C. trac/1omatis. 
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DETECCIÓN DE ANTICUERPOS DURANTE LA INFECCIÓN POR Clt/11,,.,.d/11 traclto111•tls SEROV AR 
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3. Pl.ANTEAl\llENTO DEI. PROBl.E!'fA. 

C. trachomatis es un microorganismo que se presenta en las enfermedades de 

transmisión sexual, en el mayor de los casos de manera asintomática lo que hace dificil su 

detección, af'ccta a hombres, mujeres, así como a nconatos y eventualmente puede 

incrementar el riesgo de infertilidad tanto en hombres como en mujeres. 

Para el análisis de estos padecimientos se han empleado modelos animales como 

cobayos, monos y ratones, siendo estos últimos Jos más empleados para este fin, sin 

embargo Jos estudios están enfocados al desarrollo de saJpingitis e infertilidad con un 

scrotipo de C. trac~o1~atis ada(>tada· al ratón (cepa MoPn) y muy pocos estudios están 

enfocados al desan:ollo dC hl l-eSp!,ies~a i~une -~ºº cep~ humanas. 

Este esW~io.:se.-.~~ffd~¿-}~¡~~~~~~·í·{~:~~~;·~a 1~~spuesta inmune humoral en un modelo 

de ratón emple~d~~n~~~~~~.;i~;J~>':i~h~.;,i;";:.,;s (D UW/C3X), para tratar de determinar 

las diferencias enco~.t~d~·~~·c:>n\~~ ;;~~~los anteriores y poder establecer un modelo en el 

que se puedan utilizar. estas cepas, con el fin de extrapolar los resultados al humano. 

16 
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4. OBJETIVOS. 

4.1. OBJETIVO GENERAL: 

Dctcm1inar Ja participación de los anticuerpos en Ja eliminación de la inf"ección 

producida por el serotipo de C/1/a1nydia trachomatis D UW/CJX. 

4.2.00JETIVOS ESPECÍFICOS: 

Determinar la presencia de la inf'ccción por C. trachomatis en ratonas infectadas 

por via vaginal. 

Determinar la presencia de anticuerpos mediante la técnica de inhibición de la 

fluorescencia en ratonas infectadas con e trac/1omatis a diferentes tiempos. 

después de la inoculación. 

Cuantificar Jns subpoblaciones de linfocitos (CD4, CDS y B), en las ratonas durante 

la infección. 

Analizar la relación entre Ja presencia de anticuerpos en suero y la presencia del 

microorganismo en los exudados vaginales. 

S. HIPÓTESIS. 

a) El serotipo de C. trac/wmatis O UW/CJX inducirá Ja producción de anticuerpos 

anti-C. trac/10111atis. 

b) El scrotipo C. trac/10111atis O UW/CJX incrementará el porcentaje de CD4, CDS y 

linfocitos B. 

17 
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6. DISEÑO DE INVESTIGACIÓN. 

6.1. TIPO DE ESTUDIO. 

Este estudio fue de tipo experimental. longitudinal así como prospectivo y se llevó 

a cabo en el laboratorio de Microbiología Veterinaria de la Escuela Nacional de Ciencias 

Biológicas. IPN. 

6.2. POBLACIÓN. 

La población de estudio fue un grupo de 12 ratonas de laboratorio BALB/c de 6 a 8 

semanas de edad. libres de microorganismos patógenos las cuales fueron mantenidas en 

ciclos de 12 horas de luz por 12 horas de oscuridad, con ventilación y una temperatura 

entre 22 y 25º C. 

6.3.CRITERIOS. ·. 

Criterios de inclusión: . 
. . ·. " . -

Ratones he~J,..,;;.·cle2s a 30 gramos depcso y de 6 a 8 semanas de edad. 

Criterios de.,~ ná_~iiiClusión: 

Ratonas qu~ se ~n_c~uenti:~n por debajo del peso requerido. 

Ratonas q~C-rló i~8;arí-la_'edad· requCrida . 
. ; ->:-~ - .· - _\, ,·::· . 

Ratonas q-ue'Presenten algún tipo de infección. 

Criterios de exclusión: 

Ratonas que dejen de alimentarse. 

Ratonas con inf"ecciones vaginales previas. 

Ratonas con sangrados vaginales. 

18 
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7. MATERIAL Y l\IÉTODOS. 

7.1. INOCULACIÓN EXPERIJUENTAL DE RATONAS CON C. trachomatis. 

La cepa que se utilizó fue C. tracl1omatis D UW/CJX, productora de tracoma. 

Se inoculó con una micropipeta por vía vaginal, a un grupo de 6 ratonas con 

aproximadamente 2500 UFI/10 µI del serovar D UW/CJX durante 3 días consecutivos, 

tomando como día cero et último día de inoculación. Un grupo de ratonas no inoculadas se 

utilizó como testigo negativo, por lo cual estuvieron separadas del grnpo de ratonas 

inoculadas. 

Se realizaron tomas de muestras ceivicovaginalcs y sanguíneas a Jos 7, 21 y 30 días 

posteriores a la inoculación para la búsqueda de anticuerpos en plasma y presencia del 

microorganismo _en los exudados vaginales. 

7.2. TOll-IA DE ftlUEST.RA CERVICOVAGINAL. 

Se introduJeron SO µI de solución salina (0.85 %, ver apéndice 1) por el orificio 

vaginal, mediante una micropipeta para obtener la capa de epitelio superficial. En 2 

portaobjetos limpios y desengrasados se colocaron aproximadamente 25 µI de la muestra 

tomada, y se dejaron secar al aire fijándose posteriormente con metano). 

7.3. DETECCIÓN DE CUERPOS ELEftlENTALES EN LAS ftlUESTRAS 

CERVICOVAGINALES. 

A las muestras ccivicovaginales de ratonas inoculadas y ratonas no inoculadas ya 

fijadas se les adicionaron 20 µI del anticuerpo monoclonal fluorcsceinado contra 

C/1/a111ydia 1rac/101natis (conjugado) con azul de Evans como colorante de contraste, 
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dejándose incubar a 37º C por 20 minutos. Después de este tiempo se realizaron 5 lavados 

de 3 minutos cada uno con solución salina reguladora de fosfatos (PBS, ver apéndice 1) 

para eliminar el exceso de conjugado. Se realizó un último lavado con agua desioni7..ada 

para quitar residuos de PBS. 

Se montaron las preparaciones con medio de montaje y se colocaron cubreobjetos 

lentamente para evitar la Jonnación de burbujas entre estos y el portaobjetos. 

Los portaobjetos se observaron en un microscopio de epifluoresccncia (Axiover 

lOOT, Carl Zeiss. Gcnnany}, considerándose como positivo la presencia de más de 5 

cuerpos elcn1entales por can1po. 

7.4. TOJl-IA DE JUUESTRA SANGUÍNEA. 

Para el sangrado de las ratonas se realizó un corte en la cola a nivel de la vena 

caudal, recuperando In sangre en tubos con heparina (100 UI /µ1).-
, ·· .. · 

Los tubos se centriíugnron a 1500 r. p.m por 10 ~iflutó~~:·p~steri-onné.nte se separó el 

paquete celular del plasma. El plasma se guardó a -20º C hasta su uso para la 

determinación de anticuerpos y el paquete celular se reconstituyo con solución ALSEVER 

(ver apéndice 1), de acuerdo a la cantidad de plasma retirado. 

7.5. TÉCNICA PARA CITOMETRÍA DE FLUJO. 

En dos tubos para citometria se colocaron 20 µl del paquete celular reconstituido. a un 

tubo se adicionó 20 µI de conjugado anti-CD4 y 20 µI de anti-CDS (anticuerpo monoclonal 

nnti-CD4 de ratón FITC y anticuerpo monoclonal nnti-COScr. de ratón R-ficoeritrina de Lab 

Caltag). al segundo tubo, se Je adicionó 5 µ1 de anticuerpo fluoresceinado anti-Ig"s de ratón 
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(Kirkegaard & Perry Lab, Inc). Los tubos se homogeneizaron y se incubaron en oscuridad a 

temperatura ambiente por 30 min. 

Transcurrido el tiempo de incubación, a cada tubo se le adicionó 0.S ml de reactivo 

de lisis (ver apéndice 1) y se agitó durante 1 minuto. Posteriormente, los tubos se 

centrifugaron a 1500 r. p. m por 8 minutos. 

Se eliminó el sobrenadante y al botón celular se le adicionaron 0.5 ml de PBS-azida 

(ver apéndice 1). Se repitió la centrifugación bajo las mismas condiciones. 

Tenninad~·~Cl tiempo de centrifugación se decantó la solución y se adicionaron 0.5 
. . . . . ···~· 

ml de Sol~ción _P.BS-azida-fbrmaldehido (ver apéndice 1), posteriormente se leyó en un 

citómetro de flujo ( Immuno Cytomctry Systems, Becton Dickinson FACScan, San José 

Ca, U.S.A). 

7.6. TÉCNICA DE INHIBICIÓN DE FLUORESCENCIA. 

El plasma obtenido anteriormente se diluyó 1 :8 (con PBS), y se colocaron 20 µl de 

la dilución en cada pozo del ponaobjctos (Kit Panthfinder Chlam,-dia trachomatis System, 

Kallestad Diagnostic) el cual contiene dos pozos, uno de ellos tiene células McCoy 

infectadas con cuerpos elementales inactivados de Chlam,ydia y el otro pozo contiene sólo 

células McCoy no infectadas. Se empleó un control positivo y un control negativo, contra 

C.. trac/10111atis. 

Los portaobjetos se incubaron en cámara húmeda a 37º C por 20 minutos, 

transcurrido el tiempo de incubación se realizaron S lavados de 3 minutos cada uno con 

PBS y con agitación pará eliminar el exceso de anticuerpos. 

~~~~~-~·~~~~--. 
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Posteriormente se adicionó a cada pozo de las placas 20 µI del anticuerpo 

monoclonal anti-C. trachomatis conjugado a FITC y dirigido contra la MOMP de 

C .. trachomatis., se incubaron a 37º C por 20 minutos9 transcurrido este tiempo se repitieron 

Jos lavados como se describió anteriormente. para eliminar el exceso del conjugado. 

Un últin10 lavado con agua desionizada se realizó para eliminar residuos de PBS. 

posteriormente se montaron las preparaciones con medio de montaje y se colocaron 

cubreobjetos lentamente para evitar la formación de burbujas entre estos y el portaobjetos. 

Los portaobjetos se observaron en un microscopio de epifluorescencia (Axiover 

tOOT., Carl Zciss, Gennany),, considerándose positivo a Ja inhibición de Ja fluorescencia Ja 

ausencia de cuerpos elementales fluoresceinados o bien un número bajo en el conteo de 

cuerpos elementalcs_en S campos revisados. 

8. ANÁLISIS ESTADiSTICO. 

Para datos no paramétricos se utilizó la prueba de U-Mann Whitney. Para datos 

paramétricos (porcentaje de inhibición de fluorescencia y citometria) se utilizó la prueba de 

t-student. 

'l'f.'ST'! ('1)1\T 
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9. RESULTADOS 

9.1. PRESENCIA DE CUERPOS ELEJ\IENTALES EN J\IUESTIV'l.S VAGINALES 

DE R.i\.TONAS INOCUL.AD.A.S CON C. tr<1cllomc11ls 

Se consideró una rnuestra de exudado vaginal como positiva a la infección por 

C. trt1c'10111<1tls, utilizándose con10 criterio la presencia de 5 ó n1ás cuerpos elementales 

(CE) y como negativo la presencia de tncnos de 5 CE, en toda la preparación. 

La dctcnninación de CE en muestras vnginales de ratonas inoculadas y no 

inoculadas con C. 1rac/to11u1t,.s n los tres ticimpos de estudio (7,21 y 30 días) se observa en 

Ja siguiente tabla. 

TAHLA 2. PRESENCIA DE CUERPOS.ELEMENTALES EN EL EXUDADO VAGINAL DE 
- ~ --

R.A TONAS INOCULAD.AS _·<;~N e;:: t~a~~10111atis. 

GRUl'O 

Rl 
11 =6 

11 =6 

RI ea- ratonas inoCUJadas. 

+ .,. S " 7 cuerpos elementales. 

++ "" 8 a 12 cuerpos elementales. 

- '"'"sin presencia de cuerpos elenrentales. 
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En el caso de las ratonas no inoculadas no se observó presencia de cuerpos 

elc1ncntales en los 3 tien1pos de investigación, encontrándose únican1cnte células epiteliales 

de descamación (figura 1 A), en can1bio en las ratonas inoculadas se determinó la presencia 

de CE fuera de las células epiteliales de dcscan1ación así como cuerpos de inclusión (CI) 

dentro de las células, los cuales eran de fonna esférica y color verde manzana brillante en 

los 3 tic1npos de ensayo. 

De acuerdo con estas observaciones se dctel'!11inó la- fr.ccucn5;:ia'. de· infección· en 

ratonas q.uc fuer~n i.t_locul~·dlls con . C. tracl1011111Íis (tabiá··:3); ··~b·g'c;ri.ór;d;~;S~:-·_q~~. ~)o~ 7 dias 

postinocul:ición hubo. un:i frcc~~ncia d~ A/6 •mim:iles.,p~~;tiv;,s;:i i~~~fb·~<:iónpor este 

m icroorg:inismo,·•~l~s.~~~le~ :~esc~t~r?.i.c~;.~?~.tµ~~l>j~~ ~'~.~·:~éf ;~~Íi~:~r,~u6·:iB). En 
cambio :i los 21 días In fr~cúenciacle,r:Íton~s·pasitivruo a'.1aj'ñfecciór1 fue' ~tG!nclen;ru; ele que 

se observó nuor~h~t~~in~i11'.~,;;ff~~~/j~;~!~?~i~;t~~~r~~t~~~¡~~·,~~·.1~~i~stras. 
A tos 30 .días. los animales que presentaron· CE y ,CI:fucron,6/6/sin, embargo algunas 

n1ucstras presentar~·~ ~~~·i:h~-r~~~~*á-¡·J··~-~j~~~~~-~~~~1i~!~~~-'°1~~:~¡~.~·nten~l-~s. 
~: ';_;:·'. '., . ·":;.,.'"'<',,::·· ·~::i·:··: ft·,, .. :··?;~--· 

:: . .:~-~ . : .. ::·;::.~)- ~.02:~: ·: ~.;¡' ... 

TAULA 3. FRECUENCIA DE. INFECCIÓN• v;,G~~~Lc~E ~Nil\IALES INOCULADOS 

CON C. tracllomutis A DWERENT.;;S TIE~~~¿~ ~:O~oTI~OCULACIÓN. 

7 D!AS 21 DIAS 30 D!AS 

FRECUENCIA 416 616 6/6 

F = Número ele animales poslli\,'OS a la infección/ Niimero de animales totales en el grupa. 

,, = 6 
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Fi~ura 1. Mucstnts ccrvicovagin<llcs de r<ltnnas no inoculadus e inoculadns con C. truclun11ati ... -. 

,\.. Exudado vagin;:d de una r:..11011a no infrcwda con e: 1ruch1111111ti..,. se obscn,.an cCJulas 

epiteliales (:.1). 

I 
H. Detección de cuerpo~ ck·nic..·ntak-; (ce) de e: 1ruc/u111111ti ... en nrnc..·~tra c1..·n·1cnvagin.::il de 

r.ttona a los 7 dias pos1inoculación. tan1hié11 se ob~crvo lluore..,cencü1 inc~pccifica (b). 

'í'':'C:TC' (Y)fl,T 
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9.2. DETERl\llNACIÓN DE ANTICUERPOS EN EL PLASMA DE RATONAS 

INOCULADAS CON C. trachonratis. 

Para Ja detcnninación de anticuerpos anti-Chlan1,·Jla el plasma de las ratonas fue 

depositado sobre laminillas que contenían previamente células infectadas con 

C. trac/10111atis, después deJ tiempo de incubación se adicionó el anticuerpo 

anti-C/1lam)'Jia fluoresceinado, observándose la inhibición de fluorescencia en aquellos 

casos en donde se detecta Ja presencia de anticuerpos. los resultados se muestran en Ja tabla 

4 y en la figura 2. 

La presencia de anticuerpos se evaluó por medio de la técnica de inhibición de 

fluorescencia teniendo como referencia un control negativo, en el cual no se observó Ja 

presencia de CE durante los 3 periodos de estudio (figura 3A) y un control positivo, en el 

que el promedio ·de .CE observados durante los 3 períodos de ensayo fue de 30 ± 2.51 

(figura 3B), la existencia de anticuerpos se estableció de acuerdo al número de CE 

fluoresccinados por:··campo de un total de S campos en ratonas no inoculadas (figura 3C) y 

ratonas inoculadas (figura 30, 3E). 
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TADl .. A 4. Df<:TECCIÓN DI<: ANTICU•:RPOS nnti-C/1/antytlla trncltonttttb.· EN •::L PLASMA 

DE RATONAS INOCULADAS. 

<,"JlUPO 7DIAS 21 DÍAS 30DJAS 
~r-:i:d•J l'x±cl,·J rx±<l<) 

R/ 18±7 14±4 16±6 
,, =6 

RN/ 29±6 28±6 28±3 
11-6 

/_os n.:s11/tC1dos .se pre~;eu1u11 c:omo el promedio Je cnerp<>.'i e/cmc11tales (CE) e11 .S campos, por la técnica de 

inllibicic';,1 defl11orc • ..cc11c/u co111111u diferencia slgnlficali''a úe p :5'0.0S cent rc~JH!Clo a las 110 /11oc11/adas. 

X= llll!t/ia 

tb· = de.\·1•/ac/ó11 estcindar. 

JU = ratonas i11oculaclas. 

RNI = rato11a.v 110 inoculadas. 

En este caso. se obS~~a ·que e( númer~ de CE '?ontn,dos en las placas trat~das con 

plasma de ratonas inoculaclaS es a los 7 días de 18 ± 7, a los 21 dlas de 14 ± 4 y a los 30 

dias de 16 ± 6 en compáración con las.no inoculadas, en las cuales el promedio de CE :fue 

de 29± 6, 28 ± 6 ; ~S ± }'ré;p~ctivamenie (figura 2), siendo diferente y estadísticamente 

significativo (p S 0.05). en l.os tres tiempos ensayados. 
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40 

--RI 
---RNI 

o J 10 

o 7 21 30 
Olas postinoculación. 

Figura 2.Detección de anticuerpos contra C. rrachomatis en el plasma de ratonas 

inoculadas. Se en1pleó la técnica de inhibición de fluorescencia (IF) y se evaluó el número 

de CE tanto en ratonas inoculadas (RI) como en ratonas no inoculadas (RNI) con 

e trac/10111atis. 
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FiAura 3. Detección de nnticucrpos nnti-Cfllctmytlia en plnsmn de rntonas no inoculadas e 

moculadus con C. 1rac/u1111t11is. 

,\. Inhibición de lluo1·esccncia en pht~n1a, contn..1) ncg•Hivn anti-C. 1r11clun11a1b.; se oh'icrvan 

solan11..·ntc cé-lulas :'\.Jc(·oy te). 

-'ª~ 

n. lnhih1ciú11 de lluo1·csccncia en pla!>llla. conu·ul pos11n:o llllti- c. trt1c·/111111ati ... • se obscn.·an 

cu.:1-pos cl.:n1cntah.·.., (ce) dcn1rn dt.: c..!-lulas .'\1'.:Coy. 

'rE 2 I ~ ~ 1~~: :_~: J\T 

FALU"- DE OEIGEN 
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Fi~ura 3. Detección de anticuerpos anti-Ch/11111_1•1/itt en plas1nn de ratonns no inoculu<las e 

inoculadas con C. trt1clun11t1ti.•;. 

e·. lnluhic1ó11 di.· lluon:sc1..·m.:w en pl:.isn1:.i d1..· n1to11:.i no innculod:.i con c.: trtlcl11JtlltlfÍ.o;. Se 

1>. lnh1hic1ún de Jl11u11. .. -.c1.:nc1;1 <..'n pla~111;1 de 1~11011:.i inocul:.ida con C. 1r11,·/11n11t1ti ... - a In~ 7 dias 

po ... 11rn1culaciú11. Se oh'>cna la 1li!'-111inllc1ún de l:.i tluon.!!-.CCllCia de lo-; cucq'los clcn1cntalcs (ce} 
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FiAurn 3. Detección de anticuerpos nnti-Clllt1111y11it1 en plasmn de ratonas no inoculndas e 

inoculadas con C. 1ruc/111111111b•. 

E. Inhihk·iún d1..• lh1111..:!'.i.:1..·nl!'l.l l.'ll plas111a di.!' ratona inoculada con C. tracho111111i.o; a lo!> JO dias 

postinoculación. Se ob ... 1..·na la di!>.n1i11uciún de lluorcsccncia de los cuc:1po~ clc:n1cntalcs (ce) 

debido a la presencia de ::mticur.:111os anti-Clllun1y1/ia. 
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9.3. DETERl\llNACIÓN DEL PORCENTAJE DE INHIBICIÓN DE 

FLUORESCENCIA EN EL PLASMA DE RATONAS INOCULADAS CON 

C. trachonratis. 

Los resultados del porcentaje de inhibición de fluorescencia en muestras de plasma 

de ratonas inoculadas y no inoculadas con C. trachomatis, a diferentes tiempos 

postinoculación se muestran en Ja tabla 4 y en la figura 4. En este caso el porcentaje de 

inhibición de fluorescencia es directamente proporcional a Ja producción de anticuerpos en 

los diferentes grupos c~~1:1diD:d.os~ 

Se observó Cn · l~ ~~~nas in~culadns que a los 7 días postinoculación el porcentaje 

de inhibición ruc d~·.~6 ':t/ 7·~·· en comparación con las ratonas no inoculadas que fue de 4 

± 3 {p :S 0.008). :A;ios 21 días se observó que el porcentaje de inhibición fue de 58 ± 5 

mientras que el po;¿Cntaje en las ratonas no inoculadas fue de 18 ± 7 (p S 0.004). 

A los 30 dlás el porcentaje de inhibición en las ratonas inoculadas fue de 46 ± 23, en 

cambio las ratonas no inoculadas presentaron un porcentaje de 5 ± 9 {p :S 0.004). 

Estos resultados indican que las ratonas inoculadas respondieron a la infección 

produciendo anticuerpos mientras que en las no inoculadas no hubo producción de 

anticuerpos en contra del microorganismo en estudio. 
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TAllLA S. l'OKCENTA.U; DE INlllHICIÓN l>E FLUOKESCENCIA EN EL PLASMA l>E 

RATONAS INOCULADAS Y NO INOCULADAS CON Chlamydia tracht11natis A 

Dn"EHENTES TIEMPOS POSTINOCULACIÓN. 

GHUl'O 7 DIAS% IF 21 DIASo/olF 30 DIAS % lF 
(."C ±l.•std) (c±esld) (.t'±(!.'>fcl) 

RI 36 ± 7. 58 ± 5b 46 ± 91> 

n =6 
RNI 4±3 18±7 5±3 

n =6 

Lo.~ resu/1udos se presentan como el porcentaje de inhibición defl11orescencia en 5 can1pos 

f(p 50.08)". (p 50.0-IJ" J 

x =media. 

estd = error eslú11dar. 

RI = ratonas inoculadas. 

RN/ = ralonas no inoculadas. 

CE =cuerpos elementales. 

% IF =pareen/aje de inhibición de.fluorescencia. 

% Inhibición de Fluorescencia =- %F-100. 

% Fluorescencia """Pro1nedio de C. E en S cantpos en el plasma de ratonas inoculadas X 100 

Promedio de C. E del control positivo 
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.Figura 4. Porcentajes de inhibición de fluorescencia del plasma de ratonas inoculadas y no 

inoculadas durante, la infección por C. trachon1atis. La figura muestra el porcentaje de 

inhibición de fluoresce~cia que presentaron a diferentes tiempos los animales inoculados 

con C .. trac/101natis. 
·'" 

RI = ratonas i11oc;J/adas. 

RNI = ratonas 110 innculadas. 
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9.-1. CUANTIFICACIÓN DE SUBl'OBLACIONES D~: LINFOCITOS TCD-1. TCDS 

V B POR CITOMETRÍA DE FLUJO. 

Los resultados de la cuantificación de subpoblacioncs de linfocitos por la técnica de 

cito111ctría de flujo en animales inoculados con C. truc/u.1111<1tis. se muestran en la tabla 6 y 

en las figuras 5, 6 y 7. 

Por n1cdio de ésta técnica. se obtuvo el pron1edio de cada subpoblnción de linfocitos 

a partir del paquete celular de cnda anhnal, tanto basales con10 en los ~. períodos 

post inoculación. 

TABLA 6. POltCF.Nr,\,IE DE LINFOCITOS TCD.J, TCDll Y IJ EN RATONAS 

IN'OCUl .. ADAS CON C .. truc/u1111atis .A DIFERENTES TIEl\IPOS DE INOCULt\.CIÓN. 

GRUPO ('Yc1) BASALES 7DIAS 21 DIAS 30DIAS 
rx +ds' f;..: +ds\ rx ±tls' rx ±ds' 

co-i 28±6 32 ± 12 32±7 24± 10 

CDS 24± 12 19 ± 11 JI ±7 20± 21 

B -49± 11 33± 15 -io±s 3.J± 15 

(l-stude111, p estadíst1camc11te 110 s1g11ijicatwu). 

ll = 6 

x =mt.:dia. 

ds = desviació11 está11dar. 

No obstante que los resultados n1ostraron un incremento en los porcentajes de 

linfocitos CD4 a Jos 7 y 21 días después de la inoculación,. estos niveles llegaron a ser 
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Iigeran1cnte más bajos a Jos 30 días; sin embargo se encuentran dentro de tos limites 

establecidos por Jos valores basales. 

En la población de linfocitos CDS existieron variaciones durante los 3 periodos, al 

día 21 se apreció una leve disminución en el porcentaje de estos linfocitos, en comparación 

con el día 7 y el día 30 los cuales se encuentran dentro de los límites de los valores basales. 

En cuanto a los linfocitos B, se observó una disminución a los 7 y 30 días por 

debajo del intervalo de los valores basales, no obstante para el día 21 existió un ligero 

aumento .en los valores permitiendo que estos quedaran dentro de los límites de tos valores 

basales. 

A pesar de las variaciones en las tres poblaciones de linfocitos durante los tres 

periodos de estudio los datos obtenidos no son estadística.mente significativos. 

50 

l I ..¡. 40 

~ 
Cl 
u 

"' 30 "e 

"' ~ 20 
~ 
tf. 10 

o 7 21 30 

Olas postlnoculaclón. 

Figura S. Porcentaje de linfocitos CD4 en ratonas inoculadas con C. trachomatis durante la 

infección. Lns lineas punteadas indican los valores basales. 
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Olas postinoculación. 

Figura 6. Porcentaje de linfocitos coS en.ratonas inoculadas con c. trachomatis durante la 

infección. Las Hneas punteadas indican los val~res basales. 
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Figura 7. Porcentaje de linfocitos Ben ratonas inoculadas con C. trachomatis durante la 

infección. Las líneas punteadas indican los valores basales. 
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JO. DISCUSIÓN. 

Se ha descrito que C. trachomatis está asociada a una gran variedad de patologías, 

sin embargo no se han podido establecer los mecanismos por los que se producen éstas 

enfermedades. Por esto se han utilizado los modelos animales, con el propósito de dar 

seguimiento a Ja infección y a Ja interacción de la respuesta inmune que ésta genera. 

En l~ rn~y~rf;:t de los estudios el ratón es el modelo más empleado, Ja inoculación 

vía vaginal con ~iferentes cepas adaptadas a este animal, como lo es la MoPn, la cual es 

más virulenta y con un ciclo de replicación más corto (aproximadamente la mitad que el de 

tas cepas humanas de C. trachomatis), produce una fuerte respuesta inflamatoria local; en 

cambio se ha demostrado que tas cepas de origen humano al parecer producen una ligera 

infección en el tracto genital inferior de las ratonas, caracterizada por Ja presencia del 

microorganismo durante un corto tiempo; sin embargo la inoculación directa de biovares 

humanas en el útero, oviductos u ovarios puede causar secuelas severas postinfccción,c29
.J

3> 

no obstante hasta hoy día es poco lo que se conoce de la respuesta inmune con estas cepas 

humanas. 

Por ello este estudio trató de detcnninar la respuesta inmune humoral en ratonas 

inoculadas con una cepa humana de C. tracl1omalis biovar O UW/CJX (productora de 

tracoma). Se ha observado en muestras cervicovaginatcs de mujeres con secuelas por una 

infección por C. tracl1on1atis la presencia de CE y CI utilizando el método de 

inmunofluorescencia directa, pero debido a que ta infección causada por este 

microorganismo suele desarrollarse de forma asintomática y que sólo se pone de manifiesto 

cuando comienzan a aparecer las secuelas no se cuenta con datos que indiquen a que 
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tiempo después del contacto con la bacteria aparecen las inclusiones que son características 

de este microorganismo. En cambio se sabe que en el ratón las inclusiones del biovar 

murino (MoPn) se pueden detectar a partir del día 2 al 7 postinoculación, siendo la 

presencia de estas inclusiones más abundante a partir del día 14, en contraste, Ja presencia 

de inclusiones en el tracto genital del ratón por cepas humanas, suelen presentarse en menor 

proporción y por menos tiempo. <2&·3o.3S> 

En este trabajo se observó a partir deJ día 7 postinoculación la presencia de CE en 

Jos exudados vaginales, para el día 21 y 30 Ja presencia de estos CE fue más abundante en 

comparación con los detectados al día 7. Diversos estudios han demostrado que Ja presencia 

de cuerpos elementales (CE), cuerpos de inclusión (CI) nsl como la frecuencia de infección 

vaginal en modelos murinos puede verSe influenCiil"da. por varios factores tales como son: 

Ja cepa de C. trachomatis utilizad~ e~ ·in.o~~~~- ~~mal y la susceptibilidad de Jos animales a 

adquirir la inf"ección, en el caso -d~
7

;i~~-,~~~~~~·~'}~=-~~pa del ciclo reproductivo en la que se 

·-
encuentran al momento del:. -estUdiO; '». éS :~ iiDPOrtante para el establecimiento de la 

':·,:'~· ·' ;:._.· ·. ~ ' ' 

infección. <29•33.34 > 

Un dato . muy· importante .. · en : cuanto al establecimiento de la infección por 

C trac/1on1atis en- el tracto vaginal de las ratonas lo dan a conocer lto et a1,<3S> quienes 

reportan que la infección en las ratonas es ciclo-dependiente ya que el estado en el que se 

obtiene aproximadamente un 50 % de iníección es en el diestro seguido por metaestro-2 y 

proestro, estados del ciclo en que están presentes Jos leucocitos, los cuales funcionan como 

indicadores de que el epitelio cervical se ha renovado y es más delgado lo cual sugiere que 

el microorganismo puede introducirse en la célula e iníectarla con mayor facilidad. en las 

etapas restantes del ciclo el microorganismo no puede entrar con tanta íacilidad a las 

células debido a que el epitelio cuenta con capas celulares más gruesas o bien con células 
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de descamación que no permiten el establecimiento y desarrollo de C. trachomatis en el 

tracto vaginal de estos animales. 

Si bien la infección por el agente MoPn es ciclo dependiente algunos investigadores 

han utilizado el empleo de progesterona para ciclar a Jos animales .. es decir llevarlos a la 

etapa del ciclo en Ja que son más susceptibles a dicha infección .. sin embargo el uso de esta 

honnona puede alterar Ja respuesta inmunológica en la población de estudio .. razón por Ja 

cual en este trabajo sólo se inoculó a las ratonas durante 3 días consecutivos con dosis altas 

de inóculo, pue~ s~_ ha ·visto que por medio de _este método se logra establecer la infección 

y se preScinde dC cualquier manipulación que pued? alterar los resultados.CJ0 .32 .J5> 
• .> >;· • • En relacióna Jos r.;su•J~dos obteJ"lidos: estos mostraron que en el grupo de ratonas 

inoculadas durante~;pñirier~.;ri~W .. ~'7:~#i~~i{7dlas) Ja frecuencia de Ja infección fue de 
4/6 animales po-~i~i~~~~'.-.~SÍ_~~;·p~~ci:: .. -d6b~~~~~~-q~e en el momento en que las ratonas fueron 

inoculadas posi~Jenienie;'~~¡~~it~~~r~~··~itividad regener.itiva del epitelio Jo que tal vez 

~o:::~:::: j:i~t1i!ii~ti~:;:::::r:~~s::s:ne::::~::v::~:::~::::~ri:: 
replicarse, por J~"'-;i~~~·~:~·'í~s··~~ri~·d-~s restantes (21 y 30 días) se pudo detectar que todos los 

animales presentñron CE y CI en las muestras vaginales, siendo la frecuencia de infección 

en este caso de 6/6. 

En cuanto a la respuesta inmune humoral, los datos describen que en modelos 

animales Ja inoculación con C. trachomatis serovar MoPn por vía vaginal produce 

anticuerpos a partir de los 3 a 7 días siendo bajos estos niveles, en cambio entre los 14 y 28 

días la producción se incrementa notablemente. Jo que corresponde a una resolución de Ja 

infección .. Ja cual se manifiesta con la eliminación del microorganismo a los 30 ó 40 días 

con Ja consiguiente disminución de anticuerpos.<27•30> Con respecto al humano se ha 
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demostrado que la producción de anticuerpos aparece a partir de 2 a 3 semanas después del 

contacto con la bacteria, apareciendo en primer lugar anticuerpos de tipo lgM que 

disminuyen paulatinamente para dar Jugar a los de tipo lgG, que son aquellos que se 

mantienen hasta que se resuelve la infección.<52
-
54> 

Para lograr Ja detección de anticuerpos anti-Chlamydia en este trabajo se utilizó la 

técnica de inhibición de .fluorescencia, técnica que cuenta con una mayor especificidad que 

la inrnunofluorescencia indirecta... ya que en ésta última los anticuerpos se adherian 

incspecíficamcnte lo cual producía falsos positivos en los resultados de este estudio~ razón 

por la cual ésta técnicD; fue descartada. Sin embargo la técnica de inhibición de 

fluorescencia presenta. la_· dc~ventaja de que el operador tiene que observar y decidir el 

grado dé fluorescen·cfá' que prcSentan las muestras, además de que éste siempre debe ser el 

n1ismo que ob~~~~~-i;,~.~~ii~e las muestras. En la técnica de inhibición de fluorescencia 

en1pleada en e~t~'.~b,~j~~-:·e1 promedio de CE es inversamente proporcional a Ja cantidad de 

anticuerpos y e{~~~~·~~(~je-·de inhibición de fluorescencia es directamente proporcional a la 
. . . . 

cantidad de anti~~~os en contra de C/1/am.ydia que están presentes en el plasma de los 
';:_:;.·· _ _,; 

animales, ya que-estos se unen a los CE de Ja preparación y producen una disminución en Ja 
·.··;\: ., 

unión del antic~~ry;_o monoclonal anti-Cl1/a111J·dia trachomatis fluoresccinado (figura 2 y 

4). Los resutiad_Q'~{~~estran que la mayor cantidad de anticuerpos anti-Chla111ydia en el 

b~Pº de raton~ ii:ioculadas fue al día 21 postinoculación, disminuyendo al final del estudio 

(30 días) lo que p·~dria estar indicando la resolución de la infección en este último periodo, 

lo cual concuerda con Jo reportado en la bibliografia en donde se menciona que la mayor 

producción de anticuerpos es en un periodo de 14 a 21 días, en cuanto a la única diferencia 

encontrada en este estudio en comparación con otros, es que al parecer la cepa de origen 

humano utilizada en este estudio puede resultar tan virulenta como lo es la MoPn, ya que es 
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capaz de desarrollar una respuesta inmunológica de parte del huésped para resolver la 

infección. la cual gencraln1entc es resuelta por los ratones a los 30 días. <281 En el bTJ'UPO de 

ratonas no inoculadas se observó un pico en la producción de anticuerpos a los 21 días. lo 

cual puede deberse a un fenómeno inflaJTlatorio por la utilización de un cuerpo extraño en 

Ja tonta de muestra. Futuros estudios son recomendables ampliando el tiempo de 

seguimiento para observar los cambios en el porcentaje de fluorescencia y compararlos así 

con los obtenidos en este estudio. 

~~r, otro, .hÍ~o ·existen estudios previos en los que demuestran que después de una 

infcccióil por C •. trizchomatis en el tracto genital, se produce una respuesta inmune in situ 

en la cual· los· linf"ocitos TCD4 son esenciales contra ChlamJ'dia, éste subgrupo se ha 

encontrando en el infiltrado leucocitario vaginal aproximadamente a los 1 O días 

postinfccción y ofrece protección contra el microorganismo en una infección primaria asi 

como en una secundaria. Otro subgrupo que es reclutado al sitio de infección son los 

linfocitos CDS. Jos cuales eliminan a las células in.rectadas. Se ha observado también que 

aproximadamente a los 7 días, posteriores al contacto con el microorganismo comienza a 

presentarse una variación en ambas poblaciones de manera local, encontrando un ligero 

aumento de CD4 y siendo casi imperceptible la variación de CDS; sin embargo entre el día 

14 y el día 21 el porcentaje de CD4 es mucho más abundante que el de CDs.<• 1> 

En Ja bibliografía se cuenta con datos de variaciones en las poblaciones de linfocitos 

CD4. CDS y B a nivel de cervix, en ellos las variaciones son significativas. quizá en 

nuestro estudio estos rcsul~ados no fueron estadísticamente significativos debido a que la 

población de estudio era p~queña o por que la cepa utilizada no produce cambios de manera 

sistémica, por lo cual se recomienda para estudios posteriores enrocarse en los porcentajes 

locales y de isotipos de anticuerpos que se pueden producir a nivel de cervix. 
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La utilización de otros biovarcs de C .. trachomatis. así como de otras cepas de 

ratonas además del estudio de los órganos en estos animales podría indicamos también lo 

que ocurre con pacientes humanos. con lo cual se podría esclarecer la participación de la 

respuesta inmune en la producción de patologías causadas por C. tracltolflatis. 
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11. CONCLUSIONES. 

En el grupo de ratonas inoculadas~ la producción de anticuerpos contra 

C. trac/10"1ati!t presentó un pico máximo a Jos 21 días postinoculación, además del mayor 

grado de inlección en este misn10 período. 

A los 30 díns postinoculación en el grupo de ratonas inoculadas las concentraciones 

de anticuerpos disminuyeron ligeramente. ya que la infección comenzó a resolverse. 

No se obsc~aron cambios significativos de f"onna sistémica en subpoblaciones de 

linfocitos TCD4,- TCDS y B en las ratonas inoculadas con Ja cepa de C .. trachomatis 

biovar D UW/C3X. 
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13. APÉNDICE 1 REACTIVOS. 

SOLUCIÓN SAUNA FISIOLÓGICA O.SS 0/o 

Cloruro de sodio 

Agua dcsionizada c.b.p. 

SOLUCIÓN SALINA ALSEVER. 

Glucosa 

Citrato de sodio 

Ácido cítrico 2H20 

Cloruro de sodio 

Agua bidestilada c.b.p. 

Esterilizar en autoclave a 110· C por 10 minutos. 

8.5 g 

lOOOml 

20.S g 

8.0g 

O.SS g 

4.2 g 

lOOOml 

SOLUCIÓN SALINA DE FOSFATOS PBS 0.1 M pH 7.4. 

Cloruro de sodio 

Fosfato dibásico de potasio 

Fosfato básico de sodio 

Cloruro de potasio 

Ajustar a pH de 7.4 con ácido clorhidrico 

concentrado. 

Agua desionizada c.b.p. 
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8g 

0.2g 

2.9g 

0.2g 

lOOOml 
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SOLUCIÓN PBS-AZIDA. 

Azida de sodio 

Solución PBS 0.1 M 

SOLUCIÓN PBS-AZIDA-FORl\IALDElllDO. 

Solución de fonnaldehído al 10% 

Solución PBS-Azida 

SOLUCIÓN DE LISIS. 

Solución de lisis (Kit FACS Lysing Bccton 

Dickinson Im.munocytometry Systems) 

Agua desionizada 
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IOOml 

26ml 

74ml 

lOml 

90ml 
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14. APÉNDICE 11 TÉCNICAS. 

CITO!\IETRÍA DE FLUJO. 

La citomctria es un método sensible~ rápido y preciso donde se puede valorar 

cuantitativamente datos inmunofenolipicos en poblaciones celulares especificas, lo que 

permite realizar el análisis en sangre total o en linfocitos preparados. 

Los citómetros de flujo son instrumentos. que pueden analizar las. proPiedades de 

células únicas al pnsar a ~vé~ .~e Jri~~~c:t;ºa···m~ªa,:ñ:hano·:.· ..••••. v;vo}l·:u,~~m~~ei~n.·: •• ,~·l;~n·!d~1~c'e5.~d;~c1e.i~l~~esque se 

::::::ª:~:: caracter!sti~ns';<~~~1~ .• :~~.~~ ·<:\/~. ,,;¡!! ., '{'::·' ,, ... < . ··refracción y 

El principio -~or ~i-~u0{! ~~~~~:~¡{ó~r~~-:-~f ~jy0:~~:::~nte. de células sueltas 

que fluyen a travé~- d~· d·ci~(P1~'#~~-~~g~d~-.'~!~~~~~~iá~Í~ca.'ffienie, las cargas sobre cada tipo de 

célula son difercnt¡;s de >'.hi~'~u;; ;;1,iJ~i~'.cl;,'-~isÚ~tcis tip~s de células sea derivada a ñngulos 

diversos a medid~ <iti~,ni:.iyf:::a·l~VéS .d~·t ~~·po·POtcncia entre las placas.<56> 

Las moté~~¡-~.~ de' i~~.:~,;~~-p~~cÍ·~ :· cClular se detectan fácilmente mediante 
..• ·.'. •• c':..o'-·.,..;; 

inrnunofluoresccn-Ci~~ C~n:-,-_~ti~~-':rp~~ ·~~~nocionales, estas propiedades se reconocen al 

medir disgregaci~~ ~¿·:,~:~-~: ~~~-~~~~.:·c:~~~er.Y fluorescencia. 

El uso de fluorocromos en. la misma mues~ de colores distintos acoplado cada uno . . . . - . 

a un anticuerpo:-.Particui~~~.:'p~~ite la fluorescencia simultánea de dos colores en células 
.:: ' ...... ~:.>'. .. ' 

in di viduales, y con". la• aplicación. de ·una metodología de lisis de sangre entera, pueden 

diferenciarse los Principales_ elementos celulares de Ja sangre (linfocitos, monocitos, 

granulocitos).<55> 
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La citomctria de flujo ha tenido muchas aplicaciones en la inmunología por 

ejemplo: a) análisis y separación de subpoblaciones de células T por anticuerpos 

fluorescentes monoclonales; b) separación de varias clases de células linfoides por el 

tamaño y marcador de anticuerpos,. por mencionar sólo algunas (figura 1 y 2). 

Figura l. Subpoblación de linfocitos CD4. 

O :eUB 4De 6QQ BUU 1"8U 
FSC-"'FSC-tt.ight. ---> 

Figura 2. Poblaciones celulares en una muestra de sangre total de ratona. 

(a) LPMN, (b) monocitos, (e) linfocitos. 
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TÉCNICAS PARA EL DIAGNÓSTICO DE C. trachomatis. 

Durante mucho tiempo el diagnóstico para C trachoMatis ha sido el cultivo celular 

{células HELA 299 o McCoy). más recientemente los métodos en Jos que se detecta la 

presencia del antígeno son: inmunofluorcsccncia (directa e indirecta), inmunoensayo 

enzimático, hibridación de DNA y reacción en cadena de Ja polimcrasa (PCR). 

La irununofluoi::escencia se puede aplicar como una técnica histoquímica o 

citoquímica; para--)~ deÍ~~6ió"n y)ocalización de antígenos en células o tejidos, en este caso 

el antic'Ue~~ci_.;~~~~~'f'fi~~~:~.~:~.c~~-~ju!;a c·On compuestos fluorescentes, sin alterar su reactividad 
' - ·:-.:·,· .. , ..... ···-' 

inmunitari~ y::d~~~:grÜ·~ ~~~\il·t~~o-·un trazador sensible para antígenos.<55> 
. '.., -~"/\ . ~- .. ,,.. 

El mé_tc;d~_·:o~~)n~~fi(;'"fluorescen~ia (IF) para el d-iagn':Ístico d·e Chlam,·dia en cervix 

pone de m~Ífi~~~O:_ i~ preSencia de cuerpos elemen.i3.les (cE) ; =~cuerpos· de inclusión (CI), 
"''::-~·~.;:: ~~-;;,,, 

es una prueba rápid~ simple y accesible para .Jos ·]~~~~t~~osC~C¡ue.:no pueden realizar el 

cultivo celular. -La "sensibilidad de esta técnica se en~,~~ri~~ .. ~~i;'~"'"--~¿::]Q>a i 00% , mientras 
• . '<·,, ·'·~-,,· 

que la especificidad oscila entre 95 y 100 %~ comP~~~-:~~~~--C}_ ~~l_Íi~o cc:lular: que es de 70 

a un 80 % de sensibilidad y la especificidad se encu~~~~·e~t~e un 98 a un 100 % <57.(;I) 

Otro método de detección es ta micro-inmunofluorcscencia (MIF) prueba 

serológica capaz de detectar la respuesta especie especifica y serovar especifica,, con un 66 

a 70.7 % de sensibilidad y de un 70 a un 100 % de especificidad, es una prueba que fue 

desarrotlada en 1970 para la clasificación de serovaricdades de C. trachomatis y 

actualmente se utiliza para detectar la presencia de anticuerpos de tipo IgG en pacientes 

infectados con diferentes serovariedades de C. trachomatis.º 2~0> Para la realización de 

estas pruebas se emplean antígenos que consisten en cuerpos elementales crecidos en 

cultivos celulares que son fonnalinizados y preparados en una suspensión del 1 al 3% y 
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depositados sobre portaobjetos mezclando diferentes serovarcs (L1-L3), (B, E y D), (C, 

H. [, J), (G, F, K) con lo cual aumenta su especificidad. La metodología a grandes rasgos 

consiste en realizar diluciones seriadas de cada uno de los sueros y colocarlos en cada uno 

de los scrovares, los resultados se determinan basándose en cual antígeno muestra una 

mayor fluorescencia a una mayor dilución.<62> 

La inmunofluorescencia indirecta (IFA) puede detectar CE, CR es parecida a la 

MIF pues e1 anticuerpo específico de Ja muestra se fija a un antígeno en f'ase sólida para 

posteriormente cuantificar el grado de fluorescencia, esta técnica cuenta con una 

sensibilidad de un 100 % y una especificidad de 81 % y es muy útil para detectar una 

infección activa. <62> 

TESIS f:()l\T 
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